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論文内容要旨
 我々は,鼻汁分泌機序について,細胞及び膜レベルでの解析を可能にするために,鼻腺細胞の
 細胞内Cバ+応答を検討した。
 モルモットの鼻中隔の粘膜下層に存在する鼻腺細胞をコラゲネース処理で上皮細胞の混在を少
 なくし,選択的に単離した。単離した鼻腺細胞にCa2+蛍光指示薬fura2/AMを負荷し,蛍光
 画像解析法を用いる事によって,細胞内Ca2+濃度を測定した。アセチルコリン(ACh)の刺
 激に対して,鼻腺細胞内Ca2+濃度は二相性の上昇を示した。細胞内Ca2+濃度は濃度依存性
 (10一8～10-5M)に上昇した。細胞内Ca2+濃度の上昇はアトロピンで完全に阻害を受けたことか
 らムスカリン受容体の存在が示唆された。EGTAを加え,細胞外液を無Ca2+の状態にすると,
 細胞内Ca2+濃度の上昇は一過性の急峻相のみであった。AChによる維持相の細胞内Ca2+濃度
 はNi2+による抑制が認められたが,電位依存性Ca2+チャンネル阻害剤のニフェジピンでは不
 変であった。初めの急峻相は細胞内Ca2+貯蔵庫からの動員で,引き続く維持相は細胞外からの
 流入と考えられた。細胞外液のCa2+濃度を上げた場合,細胞内Ca2+濃度も増加した。これは
 細胞内外のCa2+の化学的電位勾配の増加がCa2+流入機構に対して促進的に作用したものと考
 えられた。また細胞外液のK+濃度を上げ,脱分極負荷を加えた場合,細胞内外のCa2+電気的
 電位勾配の低下はCa2丁流入機構に対して抑制的に作用するものと考えられた。つまり,Ca2+
 流入機構は細胞膜を介して,細胞内外の電気化学的勾配に依存していることが推察された。また
 鼻腺細胞のCa2+流入機構は細胞外液のpHの影響を受け,細胞外液をアルカリ化すると流入機
 構に対して促進的に作用し,また細胞外液を酸性化すると抑制的に作用した。臭腺細胞において,
 H+の変化によって,細胞表面の荷電が変化し,Ca2+流入に影響したことや細胞内へのCa2+流
 入がH+流入と競合的な関係にあることが推察された。
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 審査結果の要旨
 石垣論文では,モルモットの鼻中隔粘膜上皮下の臭腺細胞を単離し,アセチルコリン(ACh)
 刺激における細胞内Ca2÷応答ならびにその調節機構について実験的に研究した結果について報
 告している。気道粘膜における腺細胞に関するこのような研究は未だ報告されておらず,本論文
 は極めて独創的なものといえる。実験方法は,ハートレイ系モルモット(体重200-300g)
 を用いてジェルチルエーテルの吸入麻酔下に断頭し鼻中隔を摘出した。実体顕微鏡下に保存液
 [0.2%牛血清アルブミン,Na+139.2mM,K+4.69mM,Ca2+2.56mM,Mg2+1.13mM,
 C2-136.圭mM,ピルビン酸4.91mM,フマル酸5.38mM,グルタミン酸4.92mM,ブドウ糖
 2.8mM,HEPESITRIS5.04mM]中の鼻中隔粘膜を軟骨膜下で剥離し,鼻腺の集簇する呼吸部後
 方で上皮層を傷つけずに鼻腺細胞を直視下に切除した。0.2-0.5㎜に細切した組織片を単離液
 [保存液よりCa2+を除きcollagenase100U/m1,EGTA1.OmMを加えたもの]に移して20-30
 分間37℃に保ちながら酵素処理した。シリコン処理したピペット内で5-10回振盈して機械的
 に鼻腺細胞を分離した。単離鼻腺細胞にCa2+蛍光指示薬fura2/AMを負荷し,蛍光画像解析法
 によって細胞内Ca2+濃度を測定した。その結果,
 (a)ACh(10一6M)で刺激すると,細胞内Ca2+濃度の増加は急激に生じる急峻相とそれに引き
 続いて起きる維持相の2相性を示す事。
 (b)細胞内Ca2+濃度はAChの刺激に対して濃度依存性に増加する事。
 (c)SP(10-6M),フェニレフリン(10『4M),イソプレテノール(10 5M),VIP(10-6M)の
 各種アゴニストによる刺激では細胞内Ca2+濃度の変化は認めない事。
 (d)維持相においてアトロピン(10-6M)を投与すると細胞内Ca2+濃度はほぼACh刺激前に
 戻る事。
 〔e)細胞外液Ca2+を除くと一過性の急峻相のみになり,細胞外液Ca2+濃度を増加すると維持
 相における細胞内Cバ+濃度が有意に増加する事。
 (f)Ni2+(5mM)投与により細胞内Ca2+濃度は有意に減少し,ニフェジピン(10-5M)では変
 化しない事。
 (9)細胞外液のK+濃度を上げて脱分極負荷を加えると細胞内Ca2+濃度は一過性のスパイク状
 の増加を示した事。
 (f)細胞内Ca2+濃度は細胞外のpHの影響を受けて変化する事。
 などの諸所見を得た。これにより,鼻腺細胞のムスカリン受容体の存在が初めて証明され,外分
 泌腺と同様に,細胞内Ca2+濃度増加の急峻相は,詳細はなお不明ではあるが細胞内Ca2+貯蔵
 庫からの動員の可能性が大であり,次の維持相は細胞外からの流入であろうと推論した。今後,
 解明しなけらばならない課題を残しているものの,鼻腺細胞の分泌機構について新しい知見の多
 くを含む本論文は学位論文としてふさわしいものと判定した。
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